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= (54) Title: METHOD AND DIAGNOSIS KIT FOR SELECTING AND OR QUALITATIVE AND/OR QUANTITATIVE DETEC- 
= TION OF CELLS 

= (54) Bezeichnung: VERFAHREN UND DIAGNOSE-KIT ZUR SELEKTIONIERUNG UND/ODER ZUM QUALITATTVEN 
= UND/ODER QUANTITATIVEN NACHWEIS VON ZELLEN 



^= (57) Abstract: The invention relates to a method for selecting and/or qualitative and/or quantitative detection of predetermined 
j^Z biological cells from, for instance, a sample or in a sample containing biological cells, said sample being mixed with a predetermined 
S5 combination of at least two antibodies and/or antibody derivatives which preferably bind via the binding sites thereof to various 
~~ epitopes of the cells which are to be selected or detected, and/or with at least one biospecific antibody and/or antibody derivative 
which preferably bind(s) via the binding sites thereof to various epitopes of the cells which arc to be selected or detected. The cells 
which are marked with at least one of the antibodies and/or antibody derivatives are separated from the sample and the separated cells 
are monitored by means of a predetermined combination of at least two molecular-biological analytical reagents which preferably 
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react with al least one component of the cells which are to be selected or detected. 

(57) Zusammenfassung: Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zur Selektionierung und/oder zum qualitativen und/oder quantitati- 
ven Nachweis von vorbestimmten biologischen Zellen aus bzw. in einer biologische Zellen enthaltenden Probe, wobei die Probe mit 
ciner vorbestimmten Kombination von mindestens zwei Antikorpcrn und/oder Antikorperderivaten, die mit ihren Binduhgsstellen 
an verschiedene Epitope der zu selektionierenden bzw. Nachzuweisenden Zellen vorzugsweise binden, und/oder mit mindestens 
einem biospezifischen Antikorper und/oder Antik5rperderivat, der/das mit seinen beiden Bindungsstellen an unterschiedliche Epi- 
tope der zu selektionierenden bzw. nachzuweisenden Zellen vorzugsweise bindet, versetzt wird, die mit mindestens einem der 
Antikorper und/oder Antikorperderivate markierten Zellen aus der probe abgetrennt werden, und die abgetrennten Zellen mit einer 
vorbestimmten kombination mindestens zweier molekularbiologischer Nachweisreagentien gepriift werden, wobei die mindestens 
zwei Nachweisreagentien mit mindestens einem Bestandteil der zu selektionierenden bzw. Nachzuweisenden Zellen vorzugsweise 
rcagicren. 
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Verfahren und Diagnose-Kit zur Selektionierung 
und/oder zum qualitativen und/oder quantitative!! 
Nachweis von Zellen 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und 

ein Diagnose-Kit zur Selektionierung und/oder zum 
qualitativen und/oder quantitativen Nachweis von Zel- 
len in einer Probe. Derartige Nachweisverf ahren und 
Diagnose-Kits werden insbesondere bei der Diagnostik 

10 Oder Behandlungskontrolle von Tumorerkrankungen beno- 

tigt. Denn im Rahmen der Krebsvor- oder -nachsorge 
ist es von groBer Wichtigkeit maligne Tumore bzw. re- 
zidive maligne Tumore anhand des Auftretens metasta- 
sierender Tumorzellen im Blut frtlhzeitig nachweisen 

15 zu konnen. Das vorliegende Verfahren und der vorlie- 

gende Diagnose-Kit werden jedoch nicht nur hier ein^ 
gesetzt sondern konnen. ganz grundsatzlich zum Nach- 
weis und zur Erkennung von seltenen Zellen in biolo- 
gische Zellen enthaltenden Proben eingesetzt werden. 

20 Dies kann beispielsweise auch zum Nachweis von f5ta- 
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len Zellen in maternalem Blut oder auch zum Nachweis 
von Stammzellen erfolgen. 

Hodenkrebs ist fur weniger als 2% aller bosartigen 
Neubildungen von Tumoren beim Mann verantwortlich. 
Allerdings handelt es.sich bei 20-30% aller Krebser- 
krankungen unter 40jahriger Manner urn Hodenkrebs. Die 
Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen beispielsweise in 
der Bundesrepublik Deutschland betragt ca. 3600, wo- 
bei ca. 240 Manner an Hodenkrebs sterben. Die hochste 
Inzidenz findet man dabei zwischen dem 25. und 40. 
Lebensjahr. Durch den Fortsc.hritt in der onkologi- 
schen Therapie konnen heute uber 90% aller Betrof fe- 
nen langfristig geheilt werden. Die hohen Uberlebens- 
raten begrunden sich dabei in der ausgepragten Wirk- 
samkeit der cis-Platin-basierenden Chemotherapien. 

Brustkrebs ist die haufigste Diagnose, wenn eine Tu- 
morerkrankung bei Frauen festgestellt wird (26,4% al- 
ler Neuerkrankungen) . Trotz massiver Bemuhungen, die 
in Fruherkennung, Behandlung und Nachsorge aufgewen- 
det werden, rangiert diese Erkrankung immer noch an 
erster Stelle krebsbedingter Todesursachen bei der 
Frau. Die Erkrankungszahlen in den west lichen Indu- 
strielandern nehmen in den vergangenen Jahren trotz 
verstarkter Bemuhungen urn die Fruherkennung weiter 
zu. Problematisch ist die hohe Metastasierungsrate 
nach Erstbehandlung, die in der Mehrzahl der Falle 
bereits nach 1-3 Jahren zum Tod der Patientin fuhrt. 
Hauptgrund hierfur ist die Streuung von Tumorzellen 
in fruhen Stadien der Tumor entwicklung . Neben der. Er- 
sterkennung eines Mammakarzinoms ist daher insbeson- 
dere der f ruhestmogliche Nachweis metastasierender 
Zellen fur eine erf olgreiche Behandlung von entschei- 
dender Bedeutung. Ebenso kann im klinischen Stadium I 
ein definitiver Negativnachweis hilfreich sein, wenn 
zu entscheiden ist, ob die Patientin mit einer Chemo- 
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therapie oder einer Operation belastet werden muli. 

Beim kolorektalen Primartumor ist die Tumorprogressi- 
on nach der Resektion in erster Linie auf residuale 
5 Tumorzellen zurilckzuf Uhren. Diese Zellen werden pr£- 

oder intraoperativ aus dem prim^ren Tumor abgelost 
und erhalten die M5glichkeit zur Verstreuung im gan- 
zen Organismus. 

10 Neben der Ersterkennung eines kolorektalen Karzinoms 

ist daher insbesondere der friihestmogliche Nachweis 
metastasierender Zellen ftir eine erfolgreiche Behand- 
lung von entscheidender Bedeutung. 

15 Dabei gilt es, im klinischen Stadium 1 der Erkrankun- 

gen zu entscheiden, ob der Patient mit einer Chemo- 
therapie und/oder mit einer Operation belastet werden 
mufi, urn einen dauerhaften Heilungserfolg zu erzielen. 
Eine grolie Anzahl von Patienten wird dabei chemothe- 

20 rapeutisch behandelt, obwohl kein gesicherter Nach- 

weis einer Metastasierung vorliegt. In den Konzepten, 
die auf einer reinen Oberwachung aufbauen, kommt es 
jedoch in 25% der F&lle zu Rezidiven mit zum Teil 
tOdlichem Ausgang. 

25 

Bei den derzeit angewandten Untersuchungsmethoden 
werden bei Krebspatienten sogenannte Tumormarker auf 
Proteinebene (immunologisch bzw. enzymatisch) quanti- 
tativ im Blut oder in anderen KGrperf ltissigkeiten er- 

30 mittelt. Diese Nachweisverfahren sind jedoch fttr die 

Tumordiagnostik bzw, Behandlungskontrolle/Nachsorge 
bei Tumoren nur bedingt geeignet, da erhGhte Tumor- 
markerwerte in K6rperf lUssigkeiten auch durch nicht- 
tumorGse Erkrankungen, wie beispielsweise Entzilndun- 

35 gen des Magen-Darm-Traktes, Leberzirrhose, Virusin- 

fekte oder starkes Rauchen hervorgeruf en werden kttn- 
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nen. 

Molekulargenetische Verfahren erscheinen hier fur den 
Nachweis von Tumorzellen im peripheren Blut hilf- 
reich/ da am Beginn des Metastasierungsprozesses der 
Obertritt von Tumorzellen ins vendse Blut stehen. 
kann. 

Die EP 0 520 794 Bl offenbart ein derartiges Verfah- 
ren, bei dem Metastasierungen in KSrpergeweben oder 
Fllissigkeiten erfaiit werden. Dabei werden Nukleins&u- 
ren erfaiit, beispielsweise mittels Vervielf aitigung 
durch Polymerase-Kettenreaktion. Das Verfahren beruht 
nun entscheidend darauf, daB die nachgewiesene Nu- 
kleinsSuresequenz in Zellen des Herkunf tsgewebes ei- 
nes Tumors exprimiert wird, d.h. in Tumorzellen und 
markerabhSngig auch in den gesunden Zellen des Her- 
kunf tsgewebes . Weitere Bedingung ist, daB diese Se- 
quenz normalerweise nicht in denjenigen Zellen expri- 
miert wird, deren Gewebe untersucht wird. Wird also 
eine entsprechende Sequenz in der untersuchten Probe 
gefunden, so mufi diese von verschleppten, d.h. meta- 
stasierenden Zellen eines ortsfremden Tumors herruh- 
ren. Damit beruht dieses Verfahren letztlich auf dem 
Nachweis von Zellen, die in der Blutprobe von gesun- 
den Personen nicht vorkommen sol It en. 

Insgesamt ist f estzustellen, dafi die derzeit verwen- 
deten diagnostischen Metho.den zu ungenau sind, wenn 
es urn die Beurteilung der malignen Potenz von Resttu- 
moren nach durchgefiihrter Chemotherapie in den meta- 
stasierenden Stadien geht. Es gilt also weiterhin, 
Nachweise ftir eine okkulte bzw. restliche Metastasie- 
rung zu finden, die eine rechtzeitige Einordnung in 
die vielfaltigen primer kurativen therapeutischen Op- 
tioneri zulassen. Wesentliches Problem ist es hierbei, 
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daii die zu erfassenden Zellen, beispielsweise Tumor- 
zellen im peripheren Blut, nur in extrem geringer 
Zahl vorkommen . 

5 Ausgehend . von diesem Stand der Technik ist es Aufgabe 

der vorliegenden Erf indung, ein Verfahren und ein 
Diagnose-Kit zur Verftlgung zu stellen, mit dem auf 
einfache, sichere und wiederholbare Weise seltene 
biologische Zellen in einer biologische Zellen ent- 
10 haltenden Probe mit hoher Sensitivitat und Spezifitat 

ausgewahlt und/oder nachgewiesen werden k5nnen. 

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren nach Anspruch 
1 sowie durch das Diagnose-Kit nach Anspruch 29 ge- 
15 ISst. Vorteilhafte Weiterbildungen des erf indungsge- 

maJien Verfahrens und des erf indungsgemaflen Diagnose- 
Kits werden in den jeweiligen abhangigen Ansprtichen 
gegeben. 

20 Entscheidend bei dem erf indungsgem&fien Verfahren ist 

es nun, dafi zuerst die zu selektionierenden bzw. 
nachzuweisenden Zellen mittels einer Kombination von 
Antik6rpern oder Antikdrperderivaten oder einem bi- 
spezifischen Antikorper oder AntikSrperderivat mar- 

25 kiert werden. Dadurch ist es mSglich, insbesondere 

die gesuchten Zellen zu markieren, abzutrennen und 
damit anzureichern. Dies bedeutet, dafi in einem er- 
sten Schritt ein kombinierter immunologischer Nach- 
weis bzw, Selektionierung erfolgt, Unter Antikorper- 

30 derivat wird in dieser Anmeldung jede Art von veran- 

derter Antikorper oder Antiktirperf ragment verstanden, 
das eine Bindungsstelle auf weist, beispielsweise ein- 
kettige Antikorper, Antikorperf ragmente wie FAB- 
Fragmente oder rekombinante Antikorper* Im folgenden 

35 sind, wenn von ^Antikorper* gesprochen wird, immer 

Antikorper und/oder Antikorperderivate bezeichnet. 
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In einem zweiten Schritt werden dann auf molekular- 
biologischer Basis mit einer vordef inierten Kombina- 
tion von Nachweisreagentien mindestens ein Marker er- 
5 fafit, der fUr die gesuchten Zellen spezifisch ist 

bzw. in diesen praf erentiell zu finden ist, so dafi 
hier wiederum spezifisch die gesuchten Zellen ausge- 
wahlt werden. Es handelt sich hier also um einen kom- 
binierten molekularbiologischen Nachweis. Grundgedan- 

10 ke der vorliegenden Erfindung ist also, einen Nach- 

weis ttber eine Kombination imiuunologischer Parameter 
mit einem Nachweis Uber eine Kombination molekular- 
biologischer Parameter zu kombinieren. Uberraschen- 
derweise ergeben sich hierdurch ganz hervorragende 

15 Nachweisergebnisse, mit denen in Detektionsbereiche 

vorgestofien wird, die samtlichen bekannten Techniken 
aus dem Stand der Technik bisher nicht zugSnglich wa- 
ren. So kSnnen Konzentrationen gesuchter Zellen in 
Blutproben bis herab zu zwei Zellen pro 5 Milliliter 

20 noch nachgewiesen werden. Eine derartige Spezifitat 

und Senisitivitat wird bisher im Stand der Technik 
nicht erreicht. 

Eukaryontische Zellen tragen eine Vielzahl unter- 
25 schiedlicher MolekUle an ihrer Zelloberf lache. Ent- 

sprechend des Ursprungs und der Funktion der einzel- 
nen Zelle unterscheidet sich die Kombination der ex- 
primierten Oberf lachenmolekule, so dafl zelltyp- 
spezifische Muster entstehen. Zur Erkennung dieser 
30 zelltyp-spezif ischen Muster werden Antikorper ge- 

nutzt. AntikGrper binden mit hoher Spezifitat an ihr 
Antigen, hier an ausgewahlte Oberf lachenmolekule . 
Diese Eigenschaft wird genutzt, um Zellen mittels 
spezifischer Antikorperbindung anhand ihrer Zelltyp-. 
35 spezifischen Muster zu erkennen und voneinander zu 

unterscheiden. 
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So unterscheidet beispielsweise die Expression spezi- 
eller Oberf lachenproteine von Tumorzellen von nicht- 
transformierten Zellen dieses Zelltyps. 

5 

Dem Nachweis der Marker geht eine Selektion der Ziel- 
zellen liber die Bindung verschiedener Antik5rper an 
die gesuchten Zellen voraus. Denn die Expression spe- 
zieller Oberf lachenproteine unterscheidet Zellen ei- 
10 nes Typs von Zellen eines anderen Typs. So unter- 

scheidet beispielsweise die Expression spezieller 
Oberf lachenporteine Tumorzellen von nicht-transfor- 
mierten Zellen dieses Zelltyps. 

15 Da sich das spezielle Muster der Oberf lachen-Antigene 

beispielsweise bei Tumorzellen auch von den Blutzell- 
typischen Mustern unterscheidet, konnen Tumorzellen 
im Blut unterschieden werden. Urn Tumorzellen zu iden- 
tif izieren, werden Antikdrper, die diese speziellen 

20 Oberf ISchenproteine spezifisch erkennen, als Werkzeu- 

ge genutzt. Die spezifische Antiktirperbindunq wird 
f Ur verschiedene Analyse- und Separations-Methoden 
nutzbar gemacht . 

25 Aufgrund der intensiven Bindung von speziell dafttr 

selektionierten Immunglobulinen ist neben der Erken- 
nung von Zellen tiber deren Oberf lachenepitope auch 
eine Separierung der erkannten Zellen von nicht er- 
kannten moglich. 



30 



35 



Verschiedene Trennprinzipien sind m6glich: 

1. Trennprinzip beruhend auf FlUssigphase; z.B. 
Durchf luBzytometrie: 

FUr die durchf lufizytometrische Analyse werden Anti- 
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kSrper mit Fluoreszenzf arbstof fen gekoppelt. Verein- 
zelte Zellen werden in einem konstanten Fltissigkeits- 
strom einzeln an einer Lichtquelle (Laser) vorbeige- 
leitet. Bei Beleuchtung der Zellen werden die an den 
5 Antikorpern gebundenen Fluoreszenzf arbstof fe angeregt 

und strahlen Licht bestimmter Wellenl&ngen ab. Das 
abgestrahlte Licht wird detektiert und das gemessene 
Signal digitalisiert gespeichert. Das Lichtsignal 
kann einzelnen Zellen zugeordnet werden. Die Antikor- 

10 . per-markierte Zelle wird so erkannt und kann nun von 

anderen Zellen getrennt werden. Zur Trennung werden 
die Zellen in kleinsten Tropfen vereinzelt. Nach Er- 
kennung der Antik5rper-markierten Zelle wird der ent- 
sprechende Tropfen in ein Auf fangbehaltnis gelenkt. 

15 Eine derartige Anreicherung kann beispielsweise durch 

FACS-Durchf lufizytometrie erfolgen. Dabei werden bei- 
spielsweise angereicherte Zellen mit f luoreszenzmar- 
kierten monoklonaren AntikGrpern gegen tumorspezif i- 
sche Oberf lSchenproteine inkubiert. Die markierten 

20 Zellen werden zweifach mit PBS gewaschen und im An- 

schlufl werden 10 7 Zellen in 1 ml PBS resuspendiert . 
Ftir die Isolierung der Tumorzellen wird ein FACS Van- 
tage SE-Durchfluiizytometer (Becton Dickinson) verwen- 
det. Uber das ' CellQu.es t Programm erfolgen Datenauf- 

25 nahme, Instrumentenkontrolle und Datenauswertung. Die 

sortierten Zellen werden in ein 1, 5 ml-Reaktionsgef afi 
(gefUllt mit 1 ml PBS ) ilber f Uhrt . Die RNS kann dann 
wie spater beschrieben isoliert werden. 

30 2. Trennprinzip beruhend auf Festphase; z.B. magne- 

tische Separation: 

Ftir die magnetische Separation werden Antikttrper an 
pseudomagnetische Partikel gekoppelt. Nach Einbringen 
35 der pseudomagnetischen Partikel in ein Magnetfeld 

wandern die Partikel im magnetischen Feld. Bei der 
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Bewegung in diesem magnet ischen Feld werden Zellen, 
an die diese gekoppelten Antikorper gebunden sind, 
mitgerissen und von anderen Zellen getrennt . 

5 Zur Zellerkennung mittels Magnetpartikel werden folg- 

lich an pseudomagnetische Partikel, die eine defi- 
nierte Anzahl an chemisch aktivierten Stellen auf ih- 
rer Oberflache besitzen, Antikorper gekoppelt. Kopp- 
lungsverf ahren sind beispielsweise aus James P. 

10 Gosling, Solid-phase Concepts and Design, in: R.F. 

Masseyeff, W.H. Albert N.A. Staines (eds) , Methods of 
Immunological Analysis, Vol. 1, VCH Verlagsgesell- 
schaft mbH, Weinheim, pp. 507-529 bekannt . Uber die 
Spezif itat der Antikorper wird die Spezif itat der 

15 Trennung bestimmt. Eine Ziel -Zellen enthaltende Blut- 

probe wird mit Antikorper-gekoppelten Magnetpartikeln 
versetzt; dann werden Partikel und Blut relativ zu- 
einander bewegt, beispielsweise durch "Uber-Kopf- 
Rotieren" in einem geschlossenen Behalter befindli- 

20 cher Proben oder durch Bewegung der Partikel aufgrund 

wechselnder Magnetfelder . Jene Ziel-Zellen, die von 
einem der Festphase-gebundenen Antikorper erkannt und 
damit fest gebunden werden, folgen der Bewegung der 
Partikel. Hierdurch ist es moglich, bei Anlegen eines 

25 magnet i schen Feldes, die Partikel mit den daran ge- 

bundenen Zellen aus dem Blut herauszuziehen (z.B. an 
die Wand des Trenngef afies) . Das auf diese Weise Ziel- 
Zellen-depletierte Blut kann gegen andere Losungen 
ausgetauscht werden, wobei die uber Magnetpartikel 

30 separierten Zellen bis zum Abschalten/Entf ernen des 

Magnetf eldes vor Ort verbleiben und fur weitere An- 
wendungen zur Verfugung stehen. 



35 



Alternativ zu den dargestellten Trennprinzipien sind 
auch jegliche andere Trennprinzipien aus dem Stand 
der Technik, die auf der Markierung von Zellen mit 
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Antikorpern beruhen, einsetzbar. 

Erf iridungsgemaS werden vorteilhaf terweise fur die Er- 
kennung der Tumorzellen spezifische Antikorper- 
5 Mischungen verwendet . Beispielsweise eignet sich zur 

Erkennung von Tumorzellen im Blut eine Kombination 
der Antikorper MOC-31 und Ber-EP4. 

Tabelle 1: Antikdrper-Mischung 

10 



Antigen 


Klon 


Konzentration 


Epith.Rel.Antigen 


MOC-31 (Fa. Novocastra) 


1.25//I/10 6 Zellen 


Epitheliales Antigen 


Ber-EP 4 (Fa. DAKO) 


0,924 //g/10 6 Zellen 



Mittels der Antikorpermischung in der vorhergehenden 
Tabelle 1 werden bevorzugt Tumorzellen, jedoch mit 
hoher Spezifitat erfafit. Dies beruht auf der bevor- 
15 zugten Expression bestimmter Oberf lachenproteine, die 

Krebszellen von anderen Zellen unterscheidet . 

Derartige Antikorpermischungen zeigen im Vergleich zu 
den jeweils separat eingesetzten Antikorpern bei der 
20 Zellerkennung und Zelltrennung unabhangig von der an- 

gewandten Methode eine erhohte Sensitivitat . 

Die vorliegende Erfindung beruht weiterhin wesentlich 
darauf, da£ nicht etwa auf immunologischer oder enzy- 
25 matischer Ebene Zellmarker im Blut von Patienten 

nachgewiesen werden, sondern daE ein molekularbiolo- 
gischer Marker, beispielsweise die mRNS (Messenger- 
Ribonukleinsaure) von gesuchten Zellen in einer Probe 
beispielsweise einer Blutprobe, nachgewiesen wird. 

30 

Da einzelne Marker in therapieabhangiger Weise unter- 
schiedlich exprimiert werden, wird vorteilhaf terweise 
eine Kombination von Tumormarkern untersucht, urn alle 
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im Blut zirkulierenden Tumor zellen zu erfassen. Hier- 
durch lassen sich Tumorzellen auch dann erkennnen, 
wenn die Expression eines bestimmten Markers bei ei- 
nem Patient en bzw. in einem Krankheitsstadium relativ 
gering ist, was sonst zu einem vermeintlich negativen 
Ergebnis ftihren kBnnte- Die Verwendung von Markern 
stbflt jedoch raeist deswegen auf Grenzen, weil mononu- 
kleare Blutzellen eine Hintergrundexpression ("ille- 
gitime Transkription* ) aufweisen, die eine exakte 
Analyse behindern. 

Als Marker, beispielsweise fur Tumoren, wird die Ex- 
pression der in Tabelle 2 genannten Gene erfafit. Der 
Nachweis kann dabei fttr einen oder zwei Marker oder 
auch ftir eine beliebige Anzahl dieser Tumormarker in 
Kombination miteinander durchgefUhrt werden. Das er- 
findungsgemafie Kit kann daher zwei Oligonukleotidpaa- 
re ftir einen, zwei oder eine beliebige Auswahl oder 
auch alle der Tumormarker enthalten. 
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Tabelle 2 



Gen bzw. Genprodukt 


Gen 


Alemativ- 
bezeichn.. 


Human caminoma-associated antigen GA733-2 gene 


GA733-2 


GA733.2 


Human epidermal growth factor receptor (EGFR) gene 


EGFR 


EGFR 


Human carcinoembryonic antigen (CEA) gene 


CEA 


CEA ! 


Homo sapiens mucin 1 (MUC1) 


MUC1 


CA15-3 


Homo sapiens C-erb B2/neu protein (ERBB2) gene 


HER-2/neu 


HER-2 


Homo sapiens claudin 7 (CLDN7), mRNA 


claudin7 
(CLDN7) 


Claudin-7 


Alkaline phosphatase, placental-like (Nago isozyme), 
(Germ-cell alkaline phosphatase), (PLAP-like) 


ALPPL2 
(GCAP) 


PLAP 


Homo sapiens gastrin-releasing peptide receptor 
(GPPR) gene 


GRPR 


GRPR 


Homo sapiens high-mobility group (nonhistone chromo- 
somal) protein isofonm l-C (HMGIC), mRNA 


HMGIC 


HMGI-C 


Homo sapiens gene for cytokeratin 20 


CK20 


CK20 


Human MAGE-3 antigen (MAGE-3) gene 


MAGE-3 


MAGE-3 


Homo sapiens stanniocaldn 1 (STC1) gene 


Stanniocaldn 
1 (STC1) 


Stannio- 
caldn 



Dadurch werden alle diejenigen F£lle richtigerweise 
vernachlassigt, bei denen beispielsweise aufgrund von 
anderen Krankheiten ebenfalls die Tumormarker expri- 
miert werden und lediglich als Protein in die Blut- 
bahn gelangen. Es werden folglich aufgrund des ersten 
immunologischen Auswahlschrittes lediglich Zellen er- 
fafit, die zum einen sich selbst in der Blutprobe be- 
finden und zum anderen den oder die jeweiligen Tumor- 
marker exprimieren. Dabei handelt es sich folglich um 
Tumorzellen, die aus ihrem ursprlinglichen Tumorgewebe 
stammen und in das Blut der Patienten verschleppt 
wurden. Da im Blut nicht an einem Tumor Erkrankter 
die mRNA der untersuchten Marker normalerweise nicht 
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exprimiert wird, zeigt sich eine direkte Korrelation 
zwischen dem Auftreten der zugehorigen mRNA und einer 
Metastasierung schon im friihen Stadium im Metastasie- 
rungsprozeS. 

5 

Dabei wird vorteilhaf terweise nicht nur die mRNS ei- 
nes einzelnen Tumormarkers erfafit sondern eine Kombi- 
nation von Markern untersucht. Dadurch ist es mog- 
lich, Krebsformen iiber ihre im Blut metastasierenden 

10 Zellen erfassen zu konnen. Dies bedeutet, daS im Fal- 

le von Hodentumoren sowohl seminose als auch nichtse- 
minose Hodenkrebsf ormen bzw, auch Mischtumore mit An- 
teilen eines Seminoms und damit 90-95 % aller malig- 
nen Tumore des Hodens, namlich samtliche Keimzelltu- 

15 moren, erfafit werden. 

Fur die Erkennung von Hodentumor zellen wird daher er- 
findungsgemafi eine Kombination von mindestens zwei 
der folgenden Marker vorgeschlagen: 



2 0 



25 



- GA733.2 

- GCAP/PLAP 

- HMGI-C 

- GRPR, 

Fiir die Erkennung von Brustkrebszellen wird erfin- 
dungsgemaS eine Kombination von mindestens zwei Tu- 
mormarkern der folgenden Mar kergruppen vorgeschlagen: 



30 a) EGFR, CEA, Stanniocalcin, MAGE 3, CK2 0, Claudin 1 , 

Her-2/neu, MUC1 und GA 733.2; 

b) CK20, MAGE 3 und MUC1 

c) Her-2/neu und Claudin7 sowie 

d) EGFR, CEA und Stanniocalcin 

35 



Fur die Erkennung von Darmkrebszellen wird erfin- 
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dungsgemafe eine Kombination von mindestens zwei Tu- 
mormarkern der folgenden Markergruppen vorgeschlagen: 

a) CK20, EGFR, GA 733. 2 , CEA und Stanniocalcin 
5 b) CK20, EGFR, CEA und Stanniocalcin sowie 

c) EGFR, CEA und GA 733.2 

Im folgenden werden einige Beispiele gegeben, aus de- 
nen hervorgeht, dafi mit dem erf indungsgemafien Verfah- 
10 ren eine Nachweissensitivitat erzielt wird, die iiber 

alles bisher im Stand der Technik bekannte weit hin- 
ausgeht. Die Figuren 1 bis 10 zeigen Ergebnisse ver- 
schiedener Versuchsprotokolle . 

15 : Gemeinsam fur samtliche Beispiele ist das grundsatz- 

liche Vorgehen, das einen ersten Schritt mit imnumo- 
logischer Anreicherung von Zielzellen und einen zwei- 
. ten Schritt eines Nachweises von mRNS-Markern in den 
immunologisch angereicherten Zellen umfaSt. Im fol- 

2 0 genden werden diese Schritte in allgemeiner Form be- 

schrieben, soweit sie fur samtliche Beispiele iden- 
tisch sind. 

1. Immunologische Anreicherung der Zielzellen aus 
25 peripherem Blut 

Zuerst wurde eine periphere Blutprobe entnommen und 
dieser eine definierte Anzahl von Zielzellen hinzuge- 
geben, beispielsweise 2, 10, 100 Zellen eines be- 
30 stimmten Tumortyps. 



Weiterhin wurden Antikorper an Magnetpartikel gekop- 
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pelt, Als Antikorper wurden dabei die im folgenden in 
Tabelle 3 dargestellten Antikorper verwendet. 

Tabelle 3 

5 



Antigen 


Klon 


Firrna 


Epitheliales Membran Antigen 


GP1.4 


Novocastra 


Epitheliales Antigen 


MOC-31 


Novocastra 


Epitheliales Antigen 


Ber-EP4 


DAKO 


Muc 1 


HMPV.2 


Pharmingen 


PLAP 


8B6 


Cymbus Biotechnology LTD 


Epitheliales Membran Antigen 


E29 


DAKO 


Epitheliales Membran Antigen 


131-11741 


HISS 



Die Magnetpartikel wurden dabei mit einer Partikel- 
konzentration von 4 x 10 8 beads /ml (CELLection™ Pan 
10 Mouse IgG Kit, Firma Dynal) verwendet. Die Verhait- 

nisse zwischen der Antik5rperkonzentration und den 
daran gekoppelten AntikSrpern sind in Tabelle 4 wie- 
dergegeben. 

15 Tabelle 4 



Klon 


AntikSrperkonzentration 


pi AntikOrper/25 pi 
Partikel 


BerEP4 


0,1 mg/ml 


4 pi 


HMPV.2 


0,5mg/ml 


4pl 


MOC31 


k.A. VerdQnnung s. Herstellerangaben (Lyophilisat) 


4 pi 


GP1.4 


k.A. VerdQnnung s. Herstellerangaben (Lyophilisat) 


4 pi 


8B6 


0,1 mg/ml 


1pl 


131-11741 


0,5 mg/ml 


4 pi 


E29 


0,1 mg/ml 


4 pi 



Die so vorbereiteten Magnetpartikel wurden je nach 
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Versuchsansatz und Nachweissystem dem Blut zugegeben. 
Der entsprechende Zusatz Antikorper-gekoppelter Ma- 
gnetpartikel pro ml Blut bei einer Ausgangskonzentra- 
tion von 4 x 10 8 beads/ml Partikel ist in Tabelle 5 
5 wiedergegeben. 



Tabelle 5 



Tumor 


Brustkrebs- 


Darmkrebs- 


Hodenkrebs- 




diagnostik 


diagnostik 


diagnostik 


Antikorper 








BerEP4 


8,3 ul 


10 ul 


8 ul 


HMPV.2 


8,3 ul 






MOC31 




10 ul 


8 pi 


GP1.4 


8,3 jil 






8B6 






4 ul 



Nach 2-sttlndiger Inkubation im Uberkopf schtittler wur- 
den die Magnetpartikel, die gegebenenf alls als Zell- 
AntikCrper-Magnetpartikelkomplexe vorlagen, mittels 
eines Magnetpartikelkonzentrators (MPC®-S, Firma Dy- 
15 nal) 3 mal mit PBS (Phosphatpuf f er-Saline) gewaschen 

und die anhaftenden Zellen anschliefiend entsprechend 
des im folgenden beschriebenen RNS-Isolierungsproto- 
kolls behandelt. 

20 Als Alternative zur Abtrennung mittels Magnetparti- 

keln bietet sich eine immunologische Abtrennung mit- 
tels Durchf lufizytometrie (Fluoreszenz-assoziierte 
Zellsortierung, FACS) an. 

25 Hier wird eine erste relative Anreicherung der Tumor- 

zellen durch Depletion der Erythrozyten erzielt, Dazu 
wird Vollblut (mit EDTA) mit einem hypotonen Erythro- 
zyten-Lyse-Puf f er vermischt und 30 Minuten bei Raum- 
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temperatur inkubiert. Die verbliebenen kernhaltigen 
Zellen werden zentrifugiert und in PBS/BSA resuspen- 
diert. Die so gewonnenen Zellen werden anschliefiend 
mit Antikorpern inkubiert, die mit einem Fluorophor 
5 markiert sind. Die Ziel zellen, die durch Bindung an 

einen Antikorper f luoreszierend markiert sind, wurden 
dann iiber FACS abgetrennt . 

Alternatiy bietet sich eine Anreicherung durch Dich- 
10 tegradienten-Zentrifugation an. Durch eine derartige 

Zentrifugation mit unterschiedlichen Dichtegradienten 
werden Zellen unterschiedlicher mittlerer Volumen- 
dichte voneinander getrennt. Mononukleare Blutzellen 
werden mittels eines Ficoll-Hypaque-Gradienten (Firma 
15 Pharmacia, Uppsala, Schweden) separiert und anschlie- 

Send zweifach mit PBS/1% FCS gewaschen. Anschliefiend 
erfolgt eine Festphasen-gekoppelte Anreicherung (z.B. 
uber Magnetpartikel) bzw. eine Flussigphasen-basierte 
Abtrennung (FACS) der Zielzellen wie oben beschrie- 
20 ben. 

2 . mRNS-Isolierung 

Als erstes erfolgt eine Isolierung der Gesamt-RNS der 
25 wie oben beschrieben abgetrennten Zellen. Diese er- 

folgt mit dem QIAamp RNA Blood Mini Kit (Firma Qia- 
gen, Hilden) nach dortigen Herstellerangaben, wobei 
der Lysis-Puffer direkt zu den an die Magnetpartikel 
gebundenen Zellen gegeben wurde. Durch einen zusatz- 
30 lichen DNS-Verdau auf der Saule wird eine Kontamina- 

tion mit genomischer DNS vermieden. Dieser DNS-Verdau 
erfolgt mit dem RNase-Free DNase Set, Firma Qiagen, 
Hilden. 



35 



Alternativ kann auch eine mRNS-Isolierung, z. B. mit- 
tels Oligo (dT) -gekoppelter Magnetpartikel, Dynabeads® 
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mRNA Direct™ Micro Kit, (Firma Dynal)) erfolgen. 
Auch diese Isolation erfolgt entsprechend der in dem 
Kit angegebenen Herstellerangaben. 

Als weitere Alternative zur RNS-Isolierung werden die 
isolierten Zellen durch Zugabe von Trizol-Reagenz 
(Firma Gibco BRL, NY, USA) lysiert und mittels Pipet- 
te homogenisiert . Nach anschlieSender Chloroformex- 
traktion wird die RNS-haltige waSrige Phase in Iso- 
propanol bei -80 °C gefallt. Nach zweimaligem Waschen 
und Zentrifugieren in 80 %igem Ethanol wird das Pel- 
let an der Luft getrocknet und anschliefiend in RNase 
freiem Wasser resuspendiert . Dieser Auf arbeitungs- 
schritt erfolgt ebenfalls nach herkommlichen Proto- 
kollen. 

3. Reverse Transkription 

An die Isolierung der RNS schliefit sich eine reverse 
Transkription an, bei der die mRNS in cDNS umge- 
schrieben wird. 

Dazu wird die RNS in einem entsprechenden Volumen 
Wasser gemaS dem Reaktionsansatz in Tabelle 6 zusam- 
men mit Oligo (dT) 15-Primern (Firma Promega, Mannheim) 
fur 5 Minuten bei 65 °C denaturiert und anschlieSend 
direkt auf Eis inkubiert . 
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Tabelle 6: Komponenten der cDNS-Synthese 

Die cDNS-Synthese erfolgt in einem 20 /xl- 
Reakt ionsansat z 



Komponenten 


Volumen 


Endkonzentration 


RNS/mRNS 


10 pi 




10xRT-Puffer 


2 pi 


1 X 


dNTP-Mix Oe 5 mM) 


2 Ml 


jeweils 0.5 mM 


Oligo(dT)-Primer (10 pM) 


2 M< 


1 MM 


RNase-lnhibitor 


1 M> 


0.5 Units/Ml 


Reverse Transkriptase 


1 Ml 


4U 


RNase-freies Wasser 


ad 20 Ml 





5 

Die cDNS-Synthese erfolgte bei 37 °C fur eine Stunde 
mit nachfolgender Inaktivierung der reversen Tran- 
skriptase durch Erhitzen fur 5 Minuten bei 95 °C und 
10 anschliefiender Abkiihlung auf Eis. Hierzu wurde ein 

Sensiskript Reverse Transkriptase Kit, Firma Qiagen, 
Hilden nach dort angegebenen Protokol.len verwendet. 

Im Falle der Verwendung Oligo (dT) -gekoppelter Magnet- 
15 partikel bereits zur Isolierung von mRNS unterbleibt 

anschliefiend die Zugabe von Oligo (dT) -Primern, d.h. 
der Oligo (dT) -Linker dient zugleich als Primer fiir 
die reverse Transkription, wobei hier die Magnetpar- 
tikel im Ansatz verbleiben. 

20 

4. PCR 

Anschliefiend an die Umschreibung der mRNS in cDNS er- 
folgt eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit p- 
25 Aktin als interner Kontrolle. 

Dabei.wurden die in Tabelle 7 aufgefuhrten Oligonu- 
kleotide als PCR-Primer zur Amplif ikation von cDNS 



WO 03/023057 



PCT/EP02/05489 



20 

entsprechend verschiedener Markergene, wie sie in der 
ersten Spalte angegeben sind, verwendet. 
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Tabelle 7: Lists der PCR-Primer 



Primemame 


Sequenz 


PCR-Produkt 


Tumormarker 


GA733.2 sense 


AATCGTCAATGCCAGTGTACTTCA 


395 bp 


GA733.2 sense 


TAACGCGTTGTGATCTCCTTCTGA 




EGFR sense 


AGTCGGGCTCTGGAGGAAAAGAAA 


163 bp 


EGFR antisense 


GATCATAATTCCTCTGCACATAGG 




CEA sense 


AGAAATGACGCAAGAGCCTATGTA 


231 bp 


CEA antisense 


AACTTGTGTGTGTTGCTGCGGTAT 




CA15-3 sense 


TCAGCTTCTACTCTGGTGCACAAC 


299 bp 


CA-15-3 antisense 


TGGTAGTAGTCGGTGCTGGGATCT 




Her-2 sense 


CCCAGTGTGTCAACTGCAGCCAGT 


265 bp 


Her-2 antisense 


CAGATGGGCATGTAGGAGAGGTCA 




Claudin-7 sense 


GTCTTGCCGCCTTGGTAGCTTGCT 


225 bp 


Claudin-7 antisense 


TGGACTTAGGGTAAGAGCGGGGTG 




GCAP/PLAP sense 


GCCACGCAGCTCATCTCCAACATG 


440 bp 


GCAP/PLAP antisense 


ATGATCGTCTCAGTCAGTGCCCGG 




GRPR sense 


TCTCCCCGTGAACGATGACTGGTC 


308 bp 


GRPR antisense 


TGAAGACAGACACCCCAACAGAGG 




HMGI-C sense 


AAAGGCAGCAAAAACAAGAGTCCC 


213 bp 


HMGI-C antisense 


CCAACTGCTGCTGAGGTAGAAATC 




CK20 sense 


ATCTCCAAGGCCTGAATAAGGTCT 


336 


CK20 antisense 


CCTCAGTTCCTTTTAATTCTTCAGT 




MAGE3 sense 


CTCCAGCCTCCCCACTACCATGAA 


375 bp 


MAGE3 antisense 


TTGTCACCCAGCAGGCCATCGTAG 




Stanniocalcin sense 


AACCCATGAGGCGGAGCAGAATGA 


254 bp 


Stanniocalcin antisense 


CGTTGGCGATGCATTTTAAGCTCT 




Interne Kontrolle 


Aktin sense 


CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT 


111 bp 


Aktin antisense 


ACAGGACTCCATGCCCAGGAAGGA 





Tabelle 7 enthalt in der ersten Spalte die Angabe des 
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zu erfassenden Tumormarkers, wobei jeweils zwei Oli- 
gonucleotide {sense und antisense) als Primerpaar an- 
gegeben sind. Die LSnge des PCR-Produktes, das durch 
die in Spalte zwei angegebenen Primer erzeugt wird, 
ist in Spalte drei angegeben. Die PCR wurde mit dem 
in Tabelle 8 angegebenen Ansatz durchgefUhrt . 



Tabelle 8: PCR-Ansatz 

Die PCR-Synthese erfolgte in einem 
50 pl-Rekationsansatz 



Komponenten 


Volumen 


Endkonzentration 


cDNS 


6 pi 




10xPCR-Puffer* 


5 pi 


1 X 


dNTP-Mix 


1 M> 


jeweils 200 \M 


Primer 


s. Tabellen 7 und 9 




Taq-DNA Polymerase** 


0,5 Ml 


2.5 U 


[Q-Solution*** 


10 pi] 




H 2 0 


ad 50 m< 





f enthait 15 mM MgCfe; ** HotStarTaq™ DANN Polymerase; Qiagen, Hilden) 
(*** Der Zusatz von 1 0 pi Q-Solution (Qiagen, Hilden) ist nur zum Nachweis von 
GCAP/PLAP notwendig) 



Tabelle 9 gibt eine Auflistung der spezifischen Pri- 
merkombination und Primerkonzentrationen als Endkon- 
zentration im PCR-Ansatz an. In den folgenden Bei- 
spielen wird fUr die verschiedenen Tumorarten Brust- 
krebs, Darmkrebs und Hodenkrebs jeweils exemplarisch 
eine Multiplexkombination zu diesen Primern aufge- 
zeigt, so wie sie in Tabelle 9 angegeben ist. 
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Tabelle 9: Auflistung der spezifischen Primerkom- 
binationen und Primerkonzentration 
(Endkonzentration im PCR-Ansatz) 



Marker 

Primer 


Brust- 
krebs-1 


Darin— 
krebs-1 


Hoden— 
krebs-1 


GA733.2 sense 


500 nM 


500 nM 


500 nM 


GA733.2 antisense 


500 nM 


500 nM 


500 nM 


EGFR sense 




750 nM 




EGFR antisense 




750 nM 




CEA sense 




750 nM 




CEA antisense 




7 5 0 nM 




CA15-3 sense 


400 nM 






CA15-3 antisense 


400 nM 






Her-2 sense 


300 nM 






Her-2 antisense 


300 nM 






Claudin-7 sense 


400 nM 






Claudin-7 antisense 


400 nM 






GCAP/PLAP sense 






800 nM 


GCAP/PLAP antisense 






800 nM 


GRPR sense 






500 nM 


GRPR antisense 






500 nM 


HMGI-C sense 






500 nM • 


HMGI-C antisense 






500 nM 


(3-Aktin sense 


100 nM 


200 nM 


100 nM 


3-Aktin antisense 


100 nM 


200 nM 


100 nM 



Die PCR-Bedingungen (Zyklenzahl, ZyklenfUhrung etc,) 
sind in den Tabellen 10 und 11 gegeben. 
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Tabelle 10: PCR-Bedingungen 



vui auuci idiui ici uny 


°P m min 
w i o min 


Zyklus 

1. Denaturierung 

2. Annealing 

3. Extension 

Finale Extension 


94 °C 1 min 

x°C 1 min(s. Tabelle 11) 
72 °C 1 min 

72 °C 10 min 
4°C Pause 



5 Tabelle 11: Multiplex-spezifische Anneal ingtempe- 

ratur und Zyklenzahl 



Marker 


Brustkrebs-1 


Darmkrebs-1 


Hodenkrebs-1 


Annealing-Temperatur 


60 °C 


58 °C 


58 °C 


Zyklenzahl 


35 


40 


40 



10 (Thermocycler: PCT 200; Biozym) 

Die so erzeugten Amplifikate der cDNS wurden elektro- 
phoretisch aufgetrennt mittels eines Bioanalyzer 2100 
15 (Firma Agilent), Hierzu wurde 1 ]il des PCR-Produktes 

in dem Bioanalyzer auf einem DNS-Chip (500) aufge- 
trennt und das Trennergebnis elektronisch dokumen- 
tiert. Auf diese Weise wurden die Figuren 1-10 er- 
zeugt . 

20 

Alternativ werden 25 \xl des PCR-Produktes liber ein 
2,5 %iges Agarosegel aufgetrennt und die DNS-Banden 
mit Ethidiumbromid angefarbt. Die Dokumentation er- 
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folgt z.B, mit Hilfe des DUO Store Systems der Firma 
Intas • 

Alternativ kann weiterhin eine Fragmentanalyse bei- 
5 spielsweise mittels eines ABI Prism 310 Genetic Ana- 

lyser (Firma PE Applied Biosystem, Weiterstadt) 
durchgeftlhrt werden. Hierzu wird dann jeweils 1 ul 
des PCR-Produktes in der VerdUnnung 1:50 eingesetzt. 
In diesem Falle werden f luoreszenzmarkierte Primer 
10 verwendet . 

Figur 1 zeigt nun das Ergebnis eines erf indungsgema- 
lien Verfahrens fttr die Erkennung von Brustkrebszellen 
im Blut. Hierzu wurde Blut von Gesunden eine defi- 

15 nierte Menge an Tumorzellen einer Brustkrebszellinie 

zugegeben. Die zugegebene Zellzahl betrug dabei 10 
Zellen (10 Z)bzw, 100 Zellen (100 Z)pro Milliliter 
Blut, Figur 1A und IB zeigen nun jeweils elektropho- 
retische Auf trennungen, wobei die einzelnen Banden 

20 hier und im folgenden mit denselben Begriffen be- 

schriftet sind, Der Begriff Leiter bezeichnet Cali- 
bratoren von 50-600bp Lange, mit RT-Ko ist eine Kon- 
trolle bezeichnet, die keinerlei mRNA enthielt, mit 
PCR-Ko ist eine Kontrollmessung bezeichnet, die kei- 

25 nerlei cDNS vor der PGR enthielt. Mit ^Blut^ ist die 

Blutprobe phne inokulierte Tumorzellen, mit 10 Z die 
Blutprobe mit 10 inokulierten Tumorzellen pro Milli- 
liter und mit 100 Z die Blutprobe mit 100 inokulier- 
ten Tumorzellen pro Milliliter bzw. pro 5 Milliliter 

30 bezeichnet • Mit „Zellinie* ist eine Kontrollmessung 

mit einer groiien Zellzahl der Tumorzellinie in der 
Probe bezeichnet. 



35 



In Figur 1. sind Ergebnisse dargestellt, wenn die Se- 
lektion im ersten Schritt mit lediglich einem, zweien 
oder alien drei der folgenden Antikorper HMPV.2, 
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GP1.4 und Ber-Ep 4 durchgeftihrt wurde. Es ist unmit- 
telbar zu erkennen, da& bei Verwendung lediglich ei- 
nes Antikerpers der Nachweis des Tumormarkers CA 15.3 
(Mud) nur gering ist. Die besten Ergebnisse werden 
erzielt, wenn zwei der Antikorper, n£mlich HMPV.2 und 
Ber-Ep 4 bzw. GP1.4 und Ber-Ep 4 zum Nachweis einge- 
setzt werden. Bereits die Kombination aller drei An- 
tikbrper ist, wie man an der Intensitat der Banden 
ftir den Tumormarker CA 15.3 erkennen kann, effekti- 
ver. Damit ist nachgewiesen, daJJ bei geeigneter Aus- 
wahl einer bestimmten Anzahl von spezifischen Anti- 
korpern ein erheblich verbessertes Ergebnis beim 
Nachweis von Tumorzellen mttglich ist. Insbesondere 
zeigt sich auch, dafi der simple SchlufJ, daft unter 
Einsatz von mehreren AntikOrpern die Sensitivitat 
zwangsweise steigen wtirde, nicht mSglich ist. Das Ge- 
genteil ist unter Umstanden der Fall, da eine unspe- 
zifische Reaktion mit steigender Zahl von AntikSrpern 
eher mSglich wird. Es 1st daher von besonderer Bedeu- 
tung, experimentell eine geeignete Kombination von 
Antikttrpern zu ermitteln. 

Figur 2 zeigt nun Ergebnisse von Nachweisverfahren, 
bei denen in Figur 2A keine Vorauswahl mittels Anti- 
kdrpermarkierung und in Figur 2B eine Vorauswahl mit- 
tels Antikorpermarkierung durchgeftihrt wurde. In Fi- 
gur 2 sind dabei Kombinationen der Antikorper HMPV.2, 
Ber-Ep 4 und GP1.4 als Zweierkombination bzw. samtli- 
cher drei Antik&rper bestimmt worden. Zugleich wurde 
eine Multiplexbestimmung von insgesamt vier Markern, 
namlich GA 733.2, CA 15.3, Her 2/neu sowie Claudin 7, 
durchgeftihrt. Auch hier wurden wieder 10, 100 bzw. 
1000 Tumorzellen einer Brustkrebszellinie in Blut 
inokkuliert und anschlieliend nachgewiesen. Hier zeigt 
sich, dafi ohne Antikorper-Selektionierung ein Hinter- 
grundexpression ftir einige der mRNS-Marker (GA 733.2, 
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CA 15,3 und Her 2/neu) erfalit wird. Ein derartiger 
Hintergrund l&fit sich bei Einsatz jeder der in Figur 
2B dargestellten AntikSrperkombinationen zur Voraus- 
wahl der auf mRNS zu untersuchenden Zellen vermeiden. 
Interessant ist in Figur 2B wiederum, dali der Einsatz 
von drei Antikttrpern dem Einsatz von zwei AntikGr- 
pern, z. B. GP 1.4 mit Ber-Ep 4 nicht unbedingt ttber- 
legen ist. Die Auswahl bestimmter Antikdrperkombina- 
tionen sowie die Auswahl bestimmter mRNS-Marker er- 
mSglicht es jedoch, bis herab zu 10 Zellen pro Milli- 
liter Blut ohne jeglichen unspezif ischen Hintergrund 
die entsprechenden gesuchten Tumorzellen zu erfassen. 
Die Hintergrundexpression konnte eliminiert und die 
Sensitivitat betrachtlich gesteigert werden (s. Bande 
ftir Claudin 7) . 

In Figur 3 ist das Ergebnis eines erf indungsgemalien 
Verfahrens mit in Blut inokulierten Tumorzellen aus 
einer Hodenkrebszellinie dargestellt. Wiederum werden 
samtliche Tumorzellen aus der Blutprobe selektiert, 
die durch einen der dargestellten Antikorper markiert 
sind. Anschliefiend wird auf insgesamt vier mRNS- 
Marker (GCAP, GA 733.2, GRPR und HGMI-C) untersucht. 
Hier zeigt sich, dafl bei Einsatz nur eines AntikSr- 
pers wie Ber-Ep 4 mittels des Markers HGMI-C ledig- 
lich bis herab zu 10 Zellen pro Milliliter Blut er- 
faflt werden und bei Einsatz des AntikSrpers MOC-31 
liberhaupt keine Hodenkrebszellen erfaftt werden. Das- 
selbe gilt fttr den AntikGrper 8B6, der lediglich eine 
geringe Sensitivitat aufweist. 

Die Kombination der AntikSrper Ber-Ep 4 und 8B6 fUhrt 
ebenfalls zu einem mangelhaften Nachweis mittels des 
Markers HGMI-C sowie auch die Kombination der Anti- 
korper Ber-Ep 4 und MOC-31. Ein optimales Nachweiser- 
gebnis fttr sSmtliche vier untersuchten Marker ergibt 
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sich ftir Hodentumorzellen bei Einsatz von insgesamt 
drei AhtikSrpern Ber-Ep 4, MOC-31 und 8B6, wo bis 
herab zu 2 Zellen pro Milliliter Blut sicher ttber je- 
den einzelnen der Marker nachgewiesen werden. Werden 
5 erf indungsgemaii mit den zwei Nachweisreaktionen zwei 

Marker nachgewiesen, so lSfit sich bei Auswahl von 
zwei Mar kern aus den fUr Figur 3 verwendeten Markern 
ein sicherer Nachweis einer minimalen Zellenzahl bei 
gleichzeitiger Vermeidung einer Hintergrunderf assung 
10 durchftthren. 

Figur 4 zeigt den Nachweis von Darmkrebszellen, die 
in Blut eines Gesunden inokuliert wurden. Hier zeigt 
sich unmittelbar, dali der Einsatz einer Kombination 

15 der Antiktfrper Ber-Ep 4 und MOC-31 zu einer verbes- 

serten Empf indlichkeit beziiglich des mRNS-Markers 
EGF-R fllhrt. Beim Einsatz der beiden AntikSrper 
gleichzeitig wird eine Nachweisempf indlichkeit von 
100 Zellen pro Milliliter Blut erreicht, wahrend bei 

20 Einsatz lediglich eines Antikorpers die Empf indlich- 

keit bei ca. 1000 Zellen pro Milliliter Blut liegt. 

Figur 5 zeigt einen Versuch, bei dem mittels einer 
AntikSrperkombination von Ber-Ep 4, HMPV.2 und GP1.4, 

25 die mit zumindest einem der Antikorper markierten 

Zellen selektioniert wurden und anschliefiend auf die 
mRNS -Marker GA 733.2, CA 15:3, Her 2 und Claudin 7 
untersucht wurden. Allerdings wurde hier dem Blut der 
Gesunden keine Tumorzelle zugegeben sondern definier- 

30 te Mengen von Epithelialzellen. Wie aus Figur 5 un-. 

mittelbar hervorgeht, zeigen lediglich zwei der Mar- 
ker bei einer sehr hohen Zahl von epithelialen Zelleii 
ein positives Ergebnis. 
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In Figur 6 wurden Tumorzellen zweier verschiedener 
Brustkrebszellinien (MCF-7 und SKBR-3) einer Blutprobe 



WO 03/023057 



PCT/EP02/05489 



zugegeben. Als Antikorper wurden die Antikorper Ber- 
Ep 4, HMPV. 2 und GP1.4 in Kombi nation eingesetzt. Wie 
unmittelbar zu erkennen ist, wird durch den Einsatz 
der vier mRNS-Marker GA 733.2, CA 15.3, Her 2 und 
5 Claudin 7 jeweils gesichert bis herab zu 10 Zellen 

der einzelnen Zellinien pro Milliliter eine Erkennung 
der Brustkrebszellen gewahrleistet . Eine unspezifi- 
sche Reaktion in Blut ohne Brustkrebszellen trat 
nicht auf . Allerdings sind die Tumormarker GA 733.2 

10 und CA 15.3 fur die Zellinie 2 (SKBR-3) sensitiver, 

wahrend der Tumormarker Her 2 fur die Zellinie 1 
(MCF-7) sensitiver ist. So konnen dann auch die ein- 
zelnen Untertypen von Brustkrebszellen anhand des 
aufgetretenen Markermusters voneinander unterschieden 

15 ' werden. 

Auch in Figur 7 sind Brustkrebszellen verschiedener 
Zellinien (MCF-7) in Figur 7A und SKBR 3 in Figur 7B 
in Blut inokuliert worden. Als Antikorper zur Selek- 

20 tion der Zellen aus der Blutprobe wurden die Antikdr- 

per Ber-Ep 4, HMPV. 2 und GP1.4 in Kombination verwen- 
det. Es ist unmittelbar zu erkennen, dafi bei Einsatz 
einer Kombination der mRNA-Marker GA 733.2, CA 15.3 
Her 2 und Claudin 7 in jedem Falle mindestens einer 

25 der Marker bis herab zu 2 Zellen pro 5 Milliliter po- 

sitiv reagiert, ohne dafi das Blut ohne Tumorzellen 
einen Expressionshintergrund liefern wiirde. Auch hier 
ist wieder ein dif f erenzielles Ansprechverhalten der 
beiden Zellinien auf die vier unterschiedlichen mRNS- 

3 0 Marker zu erkennen. 

Befinden sich beispielsweise jedoch in einer Blutpro- 
be beide Zellinien, so ware durch die gewahlt Marker- 
kombination in jedem Falle bis herab yon 2 Zellen pro 
35 5 Milliliter Blut eine Erkennung beider Zellinien ge- 

wahrleistet, d. h. der Nachweis von Brustkrebszellen 
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im Blut ware unabhangig vom Zelltyp der Brustkrebs- 
zellinie mit hoher Sensitivitat moglich. 

Figur 8 zeigt den Nachweis von Darmkrebszellen, die 
in Blut inokuliert wurden. Dabei erfolgte die Selek- 
tion der Zellen mit den zwei AntikSrpern Ber-Ep 4 und 
MOC-31. Der molekularbiologische Nachweisschritt er- 
folgte mit den mRNS-Markern GA 733.2, CEA und EGF-R. 
Zwei Tumorzellen waren in 5 Milliliter Blut nachweis- 
bar . 

Figur 9 zeigt wiederum eine Messung mit einer Kombi- 
nation aus drei Antikorpern Ber-Ep 4 , MOC-31 und 8B6 
sowie den mRNA-Markern GCAP/PLAP, GA 7 33.2, GRPR und 
HMGI-C an Blut, in das Hodenkrebszellen inokuliert 
wurden. 

Mit jedem der molekularbiologischen Marker gelingt 
bei Einsatz dieser Dreierkombination von Antikorpern 
fUr die Zellselektionierung im immunologischen Selek- 
tionierungsschritt der Nachweis bis herab zu 2 Zellen 
pro 5 Milliliter. 

Figur 10 zeigt abschlieliend die Abtrennung von selte- 
nen Zellen aus dem Zellgemisch eines Biopsiemateri- 
als. Hie.rzu wurden Biopsiematerial aus Brustgewebe, 
das Tumorgewebe mit einem vermuteten Primartumor ent- 
hielt, mechanisch vereinzelt und liber Gaze von Zell- 
trtlmmern, Bindegewebe etc. getrennt. Das gewonnene 
Zellgemisch, das sowohl Zellen des vermuteten Tumor- 
gewebes als auch Zellen des umliegenden gesunden Ge- 
webes enthielt, wurde einer Zellselektion mit einem 
an eine Festphase gekdppelten Antikorpergemisch (Ma- 
gnetpartikel mit AntikSrpern GP1.4, HMPV.2 und Ber-Ep 
4) versetzt und nach Inkubation zur Herstellung der 
Antigen-AntikSrperbindung magnetisch separiert. An- 
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schliefiend erfolgte ein mRJNS-Nachweis beziiglich der 
Marker GA 733.2 und Her 2. Als Kontrolle wurde zu- 
gleich eine Zellinie eines Brustkrebses parallel 
ebenfalls bestimmt. Wie zu erkennen ist, erfolgt ein 
5 posit iver Nachweis, da£ die Biopsie tatsachlich einen 

Brustkrebs -Tumor enthielt. 

Die Banden, die in den Figuren 8 und 9 mit „Positiv- 
kontrolle" gekennzeichnet sind, zeigen Ergebnisse von 
10 Proben mit der Zellinien HT 29 fur Darmtumor (Fig. 8) 

bzw. Tera/1 fur Hodentumor (Fig. 9) . 



15 
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Patentanspruche 

1 . Verf ahren zur Selektionierung und/oder zum 
qualitativen und/oder quantitative!! Nachweis von 
vorbestimmten biologischen Zellen aus bzw. in 
einer biologische Zellen enthaltenden Probe, 
dadurch gekennzeichnet , 
dafi die Probe mit einer vorbestimmten 
Kombination von mindestens zwei Antikorpern 
und/oder Antikorperderivaten, die mit ihren 
Bindungsstellen an verschiedene Epitope der zu 
selektionierenden bzw. nachzuweisenden Zellen 
vorzugsweise binden, und/oder mit mindestens 
einem bispezif ischen Antikorper und/oder 
Antikorperderivat, der/das mit seinen beiden 
Bindungsstellen an unterschiedliche Epitope der 
zu selektionierenden bzw. nachzuweisenden Zellen 
vorzugsweise bindet, versetzt wird, 

die mit mindestens einem der Antikorper und/oder 

Antikorperderivate markierten Zellen aus der 

Probe abgetrennt werden, 

und die abgetrennten Zellen mit einer 

vorbestimmten Kombination mindestens zweier 

molekularbiologischer Nachweisreagentien gepriift 

werden, 

wobei die mindestens zwei Nachweisreagentien mit 
mindestens einem Bestandteil der zu 
selektionierenden bzw. nachzuweisenden Zellen 
vorzugsweise reagieren. 

2. Verf ahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daS mindestens zwei 
Nachweisreagentien verwendet werden, die mit 
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verschiedenen Bestandteilen der zu 
selektionierenden bzw. nachzuweisenden Zellen 
vorzugsweise reagieren. 

Verf ahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , dafi die 
Abtrennung der markierten Zellen in Fliissigphase 
oder Festphase erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprttche, dadurch gekennzeichnet, dafi auf 
Festphasen gekoppelte Antikorper oder 
Antikorperderivate verwendet werden, um die 
Zielzellen aus der Probe abzutrennen. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS mit 
Fluorophoren markierte Antikorper oder 
Antikorperderivate verwendet werden und 
die Abtrennung der markierten Zellen aus der 
Probe mittels Durchf lufizytometrie 
(f luoreszenzassoziierte Zelltrennung, FACS) 
erfolgt . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS mit 
magnet ischen bzw. pseudomagnetischen Partikeln 
gekoppelte Antikorper oder Antikorperderivate 
verwendet werden und 

zur Abtrennung der markierten Zellen aus der 
Probe die magnetischen bzw. pseudomagnetischen, 
antikorpergekoppelten Partikel nach der Mischung 
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mit der Probe magnetisch von der Probe getrennt 
werden. 

7 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Antikorper oder Antikorperderivate 
Bindungsstellen aufweisen, die an Tumorzellen 
vorzugsweise binden. 

8 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , daS die 
Antikorper oder Antikorperderivate 
Bindungsstellen aufweisen, die an Zellen eines 
oder mehrerer bestimmter Tumor typen oder - 
untertypen vorzugsweise binden. 

9* Verf ahren nach einem der vorhergehenden 

Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi zur 
Abtrennung von Tumorzellen oder Zellen eines 
bestimmten Tumortyps oder -subtype die 
Antikorper oder Antikorperderivate 
Bindungsstellen aufweisen, die an Epitope eines 
epithelialen Antigens, eines epithelialen 
Membranantigens, des Antigens MUC1 und/oder des 
Antigens PLAP binden. 

10. Verf ahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi 
mindestens einer der Antikorper GP1.4, MOC-31, 
Ber-EP4, HMPV.2, 8B6, E29 und/oder 131-11741 
verwendet wird. 
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11. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , dafi zur 
Abtrennung von Tumorzellen allgemein oder eines 
bestimmten Typs oder Subtyps eine Kombination 
von Antikorpern verwendet wird, die die 
Antikorper Ber-EP4 und MOC31 oder mindestens 
zwei der Antikorper HMPV.2, GP1.4 und Ber-EP4 
enthalt . 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi zur 
Abtrennung von Brusttumorzellen eine Kombination 
von Antikorpern verwendet wird, die mindestens 
zwei der Antikorper 131-11741, GP1.4, E29 und 
HMPV.2 oder mindestens zwei der Antikorper 
HMPV.2, GP1.4 und Ber-EP4 enthalt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche , dadurch gekennzeichnet, daS zur 
Abtrennung von Darmtumorzellen eine Kombination 
von Antikorpern verwendet wird, die die 
Antikorper Ber-EP4 und MOC-31 enthalt. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS zur 
Abtrennung von Hodentumorzellen eine Kombination 
von Antikorpern verwendet wird, die mindestens 
zwei der Antikorper MOC31, Ber-EP4 und 8B6 
enthalt . 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS als 
Bestandteile ein Sequenzabschnitt einer 
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Nukleinsaure, DNS, RNS und/oder 
Sequenzabschnitte verschiedener Nukleinsauren, 
DNS, RNS und/oder verschiedene Sequenzabschnitte 
derselben Nukleinsaren, DNS, RNS und/oder 
verschiedene Allele derselben Nukleinsaure, DNS, 
RNS nachgewiesen werden. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , dafe die 
abgetrennten Zellen mit den Nachweisreagentien 
auf die Expression einer vorbestimmten 
Kombination mindestens zweier mRNA-Abschnitte 
gepruft werden , 

wobei die Expression dieser mindestens zwei 
mRNS-Abschnitte zumindest in den zu 
selektionierenden bzw. nachzuweisenden Zellen 
vorzugsweise erf olgt . 

17. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zum Nachweis von 
Tumorzellen oder Zellen eines bestimmten 
Tumortyps oder -subtyps eine Kombination von 
mRNS-Abschnitten gepruft wird, die mRNS- 
Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
GA733.2, EGFR, CEA, HER2/neu, Claudin-7 (CLDN7) , 

. GCAP(ALPPL2)/ALPP, GRPR, HMGIC, CK20, MAGE 3 , 
MUC1 und Stanniocalcin (STC1) enthalt. 

18 . Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zum Nachweis von 
Tumorzellen oder Zellen eines bestimmten 
Tumortyps oder -subtyps eine Kombination von 
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mRNS-Abschnitten gepriif t wird, die mRNS- 
Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
EGFR, GA733.2 und HER -2/ NEU enthalt. 

.19. Verfahren Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , 
daS zum Nachweis von Brusttumorzellen eine 
Kombination von mRNS-Abschnitten verwendet wird, 
die mRNS-Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
GA733.2, MUC1, Her-2/neu, Claudin7, CK20, MAGE- 
3, Stanniocalcin, EGFR und CEA enthalt. 

20. Verfahren Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
daS zum Nachweis von Brusttumorzellen eine 
Kombination von mRNS-Abschnitten verwendet wird, 
die mRNS-Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten der beiden Gene GA733.2 und. 
MUC1, korrespondierenden zu Sequenzabschnitten 
der beiden Gene Her-2/neu und Claudin7, 
korrespondierend zu Sequenzabschnitten 
mindestens zwei der Gene CK20, MAGE -3 und MUC1 
und/oder korrespondierend zu Sequenzabschnitten 
mindestens zwei der Gene Stanniocalcin, EGFR und 
CEA enthalt. 

21. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Nachweis von 
Darmtumorzellen eine Kombination von mRNS- 
Abschnitten verwendet wird, die mRNS-Abschnitte 
korrespondierend zu Sequenzabschnitten 
mindestens zwei der Gene CK20, EGFR, GA733.2, 
CEA und Stanniocalcin enthalt . 
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22. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Nachweis von 
Darmtumorzellen eine Kombination von mRNS- 
Abschnitten verwendet wird f die mRNS-Abschnitte 
korrespondierend zu Sequenzabschnitten 
mindestens zwei der Gene CK20, EGFR, CEA und 
Stanniocalcin und/oder korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
EGFR, CEA und GA733.2 enthalt. 

23. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet , dafi zum Nachweis von 
Hodentumorzellen eine Kombination von mRNS- 
Abschnitten verwendet wird, die mRNS-Abschnitte 
korrespondierend zu Sequenzabschnitten 
mindestens zwei der Gene ALPP/ALPPL2 (GCAP) , 
GA733.2 (=EGP-40) , HMGI-C, GRPR enthalt. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, clafi die mRNS-Abschnitte 
unter Verwendung von Polymerasekettenreaktion 
(PGR), LCR, NASBA RT-PCR und/oder 
Hybridisierungsverf ahren vervielf altigt und/oder 
nachgewiesen werden. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, dalS die mRNS der 
abgetrennten Zellen in cDNS revers 
transkribiert , die cDNS vervielf altigt und 
anschliefiend das Vorhandensein oder Fehlen des 
nachzuweisenden mRNS-Abschnittes erfafit wird. 
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Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daS die vervielf altigte 
cDNS durch geeignete Restriktionsenzyme verdaut 
und anhand der erzeugten cDNS-Bruchstucke das 
Vorhandensein oder Fehlen der nachzuweisenden 
mRNS erfaiSt wird (Fragment analyse) . 

Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi die der 
nachzuweisenden mRNS entsprechende cDNS mittels 
f luoreszenzbasierter Echtzeit -PCR bestimmt 
wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet , da£ als interne 
Kontrolle die mRNS des Proteins S-Aktin erfaSt 
wird. 

Diagnosekit zur Selektionierung und/oder zum 
qualitativen und/oder quantitativen Nachweis von 
vorbestimmten biologischen Zellen aus bzw. in 
einer biologische Zellen enthaltenden Probe, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS es eine vorbestimmte Kombination von 
mindestens zwei Antikorpern und/oder 
Antikorperderivaten enthalt, 

die mit ihren Bindungsstellen an verschiedene 
Epitope der zu selektionierenden bzw. 
nachzuweisenden Zellen vorzugsweise binden, 
und/oder mit mindestens einem bispezif ischen 
Antikorper und/oder Antikorperderivat , der/das 
mit seinen beiden Bindungsstellen an 
unterschiedliche Epitope der zu 
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selektionierenden bzw. nachzuweisenden Zellen 
vorzugsweise bindet 

sowie mindestens zwei molekularbiologischen 
Nachweisreagentien, 

wobei die mindestens zwei molekularbiologischen 
Nachweisreagentien tnit mindestens einem 
Bestandteil der zu selektionierenden bzw. 
nachzuweisenden Zellen vorzugsweise reagieren. 

30. Diagnosekit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daS die mindestens zwei 
Nachweisreagentien mi t verschiedenen 
Bestandteilen der zu selektionierenden bzw. 
nachzuweisenden Zellen vorzugsweise reagieren. 

31. Diagnosekit nach Anspruch 29 oder 30, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Antikorper oder 
Antikorperderivate mit Fluorophoren markiert 
sind. 

32. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Antikorper oder 
Antikorperderivate ah Festphasen gekoppelt sind. 

33. Diagnosekit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Antikorper oder 
Antikorperderivate an magnet ische bzw. 
pseudomagnetische Partikel gekoppelt sind. 

34. Diagnosekit nach einem der Anspruche 2 9 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Antikorper oder 
Antikorperderivate Bindungsstellen aufweisen, 
die an Tumorzellen vorzugsweise binden . 



WO 03/023057 



PCT/EP02/05489 



41 



35. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet , daE die Antikorper oder 
Antikorperderivate Bindungsstellen aufweisen, 
die an Zellen eines oder mehrerer bestimmter 
Tumortypen oder -untertypen vorzugsweise binden. 

36. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 2 9 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, daS zur Abtrennung von 
Tumorzellen oder eines bestimmten Typs oder 
Subtyps von Tumorzellen die Antikorper oder 
Antikorperderivate Bindungsstellen aufweisen, 
die an Epitope eines epithelialen Antigens, 
eines epithelialen Membranantigens, des Antigens 
MUC1 und/oder des Antigens PLAP binden. 

37. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, daS es mindestens einen 
der Antikorper GP1.4, MOC-31, Ber-EP4, HMPV.2, 
8B6, E29 und/oder 131-11741 aufweist . 

38. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet, daS es zur Abtrennung 
von Tumorzellen oder Zellen eines bestimmten 
Tumortyps oder -subtyps die Antikorper Ber-EP4 
und MOC31 oder mindestens zwei der Antikorper 
HMPV.2, GP1.4 und Ber-EP4 enthalt. 

39. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, daS es zur Abtrennung 
von Brusttumorzellen mindestens zwei der 
Antikorper 131-11741, GP1.4, E29 und HMPV.2 oder 
mindestens zwei der Antikorper HMPV.2, GP1.4 und 
Ber-EP4 enthalt. 
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40. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 2 9 bis 39/ 
dadurch gekennzeichnet , daS es zur Abtrennung 
von Darmtumorzellen die die Antikorper Ber-EP4 
und MOC-31 enthalt. 

.41. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 40, 
dadurch gekennzeichnet, daS es zur Abtrennung 
von Hodentumorzellen mindestens zwei der 
Antikorper MOC31, Ber-EP4 und 8B6 enthalt. 

42. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 41, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Nachweisreagentien zum Nachweis eines 
Sequenzabschnitts einer Nukleinsaure, DNS, RNS 
und/oder von Sequenzabschnitten verschiedener 
Nukleinsauren, DNS, RNS und/oder von 
verschiedenen Sequenzabschnitten derselben 
Nukleinsaren, DNS, RNS und/oder von 
verschiedenen Allelen derselben Nukleinsaure, 
DNS, RNS nachgewiesen werden, 

43. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 42, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Nachweisreagentien zum Nachweis der Expression 
einer vorbestimmten {Combination mindestens 
zweier mRNA-Abschnitte geeignet sind, 

wobei die Expression dieser mindestens zwei 
mRNA-Abschnitte zumindest in den zu 
selektionierenden bzw. nachzuweisenden Zellen 
vorzugsweise erfolgt. 



44. 



Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 43, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die 
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Nachweisreagentien zum Nachweis der Expression 
einer Kombination von mRNS-Abschnitten geeignet 
sind, die mRNS-Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
GA733.2, EGFR, CEA, HER2/neu # Claudin-7 (CLDN7) , 
ALPPL2(GCAP)/ALPP(PLAP) , GRPR, HMGIC, CK20, 
MAGE - 3 , MUC1 und Stanniocalcin (STC1) enthalt. 

45. Diagnosekit nach einem der Anspriiche 29 bis 44, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die 
Nachweisreagentien zum Nachweis der Expression 
einer Kombination von mRNS-Abschnitten geeignet 
sind, die mRNS-Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
EGFR, GA733.2 und HER-2/NEU enthalt. 

46. Diagnosekit nach einem der Anspruche 29 bis 45, 
dadurch gekennzeichnet, daS zum Nachweis von 
Brusttuniorzellen die Nachweisreagentien zum 
Nachweis der Expression einer Kombination von 
mRNS-Abschnitten geeignet sind, die mRNS- 
Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
GA733.2, Her-2/neu, Claudin7, CK2 0, MAGE-3, 
MUC1, Stanniocalcin, EGFR und CEA enthalt. 

47. Diagnosekit nach einem der Anspruche 29 bis 46, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zum Nachweis von 
Brusttumorzellen die Nachweisreagentien zum 
Nachweis der Expression einer Kombination von 
mRNS-Abschnitten geeignet sind, die mRNS- 
Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten der beiden Gene GA733.2 und 
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MUC1, korrespondierend zu Sequenzabschnitten der 
beiden Gene Her-2/neu und Claudin7, 
korrespondierend zu Sequenzabschnitten 
mindestens zwei der Gene CK2 0, MAGE -3 und MUC1 
und/oder korrespondierend zu Sequenzabschnitten 
mindestens zwei der Gene Stanniocalcin, EGFR und 
CEA enthalt. 

48* Diagnpsekit nach einem der Anspruche 2 9 bis 47, 
dadurch gekennzeichnet , dafi zum Nachweis von 
Darmtumorzellen die Nachweisreagentien zum 
Nachweis der Expression einer Kombination yon 
mRNS-Abschnitten geeignet sind, die mRNS- 
Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der 
Genprodukte CK20, EGFR, GA733.2, CEA und 
Stanniocalcin enthalt. 

49. Diagnosekit nach einem der Anspruche 2 9 bis 48, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zum Nachweis von 
Darmtumorzellen die Nachweisreagentien zum 
Nachweis der Expression einer Kombination von 
mRNS-Abschnitten geeignet sind, die mRNS- 
Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
CK20, EGFR, CEA und Stanniocalcin und/oder 
korrespondierend zu Sequenzabschnitten 
mindestens zwei der Gene EGFR, CEA und GA733.2 
enthalt. 



50. 



Diagnosekit nach einem der Anspruche 29 bis 49, 
dadurch gekennzeichnet, daS zum Nachweis von 
Hodentumorzellen die Nachweisreagentien zum 
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Nachweis der Expression einer Kombination von 
mRNS-Abschnitten geeignet sind, die mRNS- 
Abschnitte korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
ALPP/ALPPL2 (GCAP) , GA733 . 2 (=EGP-4 0 ) , HMGI-C'und 
GRPR enthalt , 

51. Diagnosekit nach einem der Anspruche 29 bis 50, 
dadurch gekennzeichnet, da& die 
Nachweisreagenien zum Nachweis der Expression 
von DNS-Abschnitten zumindest zwei 
Oligonukleotidpaare aufweist, wobei jedes 
Oligonukleotidpaare als Primerpaar zur 
Vervielf altigung der zu jeweils einem der mRNS- 
Abschnitte komplementaren cDNS geeignet ist. 

52 . Diagnosekit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daS mindestens ein 
Oligonukleotid zumindest eines Primerpaares mit 
einem Fluorophor markiert ist. 

53. Diagnosekit nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi zum 
Nachweis von Tumorzellen oder Zellen eines 
bestimmten Tumortyps oder Subtyps die 
Primerpaare zur Vervielf altigung von cDNS- 
Abschnitten korrespondierend zu 
Sequenzabschnitten mindestens zwei der Gene 
GA733.2, EGFR, CEA, HER-2/NEU, Claudin-7, ALPPL2 
(GCAP) /ALPP, GRPR, HMGI-C, CK20, MAGE 3 , MUC1 und 
Stanniocalcin geeignet sind. 
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54. Diagnosekit nach einem der Anspruche 29 bis 53 , 
dadurch gekennzeichnet , date er eine Reverse 
Transkriptase, eine Polymerase, eine Taq- 
Polymerase und/oder Restriktionsenzyme enthalt . 

55. Verwendung eines Verfahrens oder eines 
Diagnosekits nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche zum Nachweis von Zellen seltenen Typs 
in Suspensionen und Zellmischungen, insbesondere 
von Tumorzellen, Epithelzellen und/oder 
Endothelzellen in Korperf lussigkeiten, 
peripherem Blut, Sputum, Ascites/ Lymphe, Urin, 
Knochenmark und/oder Biopsiematerial und/oder 
von fotalen Zellen in Amnionf lussigkeit oder 
maternalem peripherem Blut. 

56. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
Diagnostik und/oder Behandlungskontrolle von 
Tumorerkrankungen . 

57. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
Diagnostik und/oder Behandlungskontrolle von 
Hodentumor, Brust tumor und/oder Darmtumor. 
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